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(54) Title: METHOD FOR DETECTING AN ANALYTE AND KIT 
(54) litre: PROCEDE DE DEPISTAGE D' ANALYTE ET TROUSSE 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for detecting at least an analyte, in a biological 
fluid sample, which consists in contacting said sample with a ligand, specific at least 
of one analyte to be detected and fixed on at least a solid support assay zone, marking 
the bound specific ligand and said at least one analyte, with a tracer, and detecting 
the tracer as well as contacting said sample with a non-specific ligand, fixed on a 
zone controlling said solid support threshold and capable of signalling a potential 
background noise generated over an assay zone by a set of non-specific interacting 
factors; marking the non-specific ligand and bound interacting factors, with a tracer, 
and detecting the tracer, the non-specific ligand being fixed on the threshold control 
zone such that the intensity of the marking signal detected thereon for a biological 
fluid threshold sample is equal to that of said threshold sample on the assay zone. 

(57) Abrege* 

Proceed de deptstage d'au moins un analyte, dans un echantillon de fluide 
biologique a analyser, comprenant une mise en contact de 1'echantillon avec un 
ligand, specifique d'au moins un analyte a depister et fixd sur au moins une zone 
d'essai d'un support solide, avec marquage du ligand specifique et dudit au moins un 
analyte lies, par un traceur, et detection du traceur ainsi qu'une mise en contact de 
I'echantillon avec un ligand non specifique, fix6 sur une zone de controle de seuii du 
support solide et capable de rendre compte d'un potentiel de bruit de fond engendre* 
sur une zone d'essai par un ensemble de facteurs d* interactions non specifiques, un 
marquage du ligand non specifique et des facteurs d' interactions lies, par un traceur, 
et une detection du traceur, le ligand non sp6cifique 6tant fixe* sur la zone de contrdle 
de seuil de maniere que Vintensitd de signal de marquage d6terminee la pour un 
echantillon seuil de fluid biologique est egale a celle de cet echantillon seuil sur la 
zone d'essai. 
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PROCEDE DE DEPISTAGE D'ANALYTE ET TROUSSE 

La presente invention est relative a un procede de 
depistage d'au moins un analyte dans un echantillon de fluide biologique 

5 a analyser, comprenant : 

- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique avec un 
ligand, qui est specifique d'au moins un analyte a depister et qui est 
fixe sur au moins une zone d'essai d'un support solide, 

- une liaison entre ledit au moins un analyte a depister et le ligand, 

1 0 - un marquage du ligand specifique et dudit au moins un analyte lies, 
par un traceur, et 

- une detection du traceur de marquage sur le ligand specifique et ledit 
au moins un analyte lies, avec determination d'une intensite de 

signal de marquage, 
15 - une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique avec un 
ligand non specifique dudit au moins un analyte, ledit ligand non 
specifique etant fixe sur une zone de controle du support solide et 
etant capable de rendre compte d'interactions non specifiques 
engendrees par I'echantillon, 
20 - une adsorption et/ou un accrochage de facteurs d'interactions non 
specifiques de I'echantillon sur le ligand non specifique, 
- un marquage du ligand non specifique et des facteurs d'interactions 
lies, par un traceur, 
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- une detection du traceur de marquage sur le ligand non specifique et 
Ies facteurs d'interactions lies, avec determination d'une intensity de 
signal de marquage, 

On connaTt depuis tres longtemps des precedes de 
5 depistage (voir par example Ies US-A-43761 10, US-A-4703017 et US-A- 
5028535). 

Ce type de depistage est communement appele un test 

"immunodof. 

Par support solide il faut entendre dans la presente 
10 invention un substrat de preference en forme de feuille ou membrane, 
qui peut se presenter par exempie sous la forme d'une carte, d'un ruban 
ou d'une tigette. On utilise frequemment une membrane cellulosique, 
notamment en nitrocellulose ou en esters de cellulose mixtes d'acide 
nitrique et d'autres acides. II est evident que des supports solides ayant 
une autre forme et/ou une autre nature peuvent §tre envisages pour la 
mise en oeuvre du proc6d§. 

Par ligand specifique, on peut entendre toyte molecule pour 
laquelle il existe une molecule complementaire specifique, c'est-a-dire 
I'analyte a detecter, et qui soit capable de se fixer sur le support solide. 
20 Cette derniere fixation peut se faire au travers d'une serie d'interactions 
differentes, telles que des liaisons ioniques, des liaisons covalentes, des 
interactions hydrophobes, etc... 

Par analyte, on comprend toute molecule dont la detection 
et la mesure de la concentration sont a realiser et pour laquelle il existe 
une molecule complementaire specifique. Le ligand specifique et 
I'analyte peuvent par exempie etre stereocomplementaires ce qui permet 
la fixation de I'analyte sur le support solide par I'intermediaire du ligand 
facilement accessible a la surface du support solide. On peut envisager, 
comme analyte, des antigenes, des anticorps, des proteines, des 
haptenes, des acides nucleiques, etc... Les termes de ligand specifique 
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et d'analyte peuvent d'ailleurs s'appliquer a un meme type de molecule 
selon la conception de I'essai. 

Par traceur, on peut entendre une molecule spec'rfique qui 
est complementaire de I'analyte et a laquelle est couple un systeme 
5 permettant sa detection, par exemple une enzyme, un marqueur 
radioactif, un marqueur fluorescent ou luminescent, une particule coloree 
(polymere, particules d'or ou de latex), etc.. 

Les essais faisant appel a un precede de depistage tel que 
decrit ci-dessus peuvent etre utilises pour la detection d'analytes 
10 specifiques dans des 'fluid.es biologiques, tels que du serum, du sang, de 
furine, etc... Des essais immunologiques peuvent etre envisages. Ces 
essais peuvent etre utilises pour des mesures semi-quantitatives ou 
quahtitatives d'un ou de plusieurs analytes cibles, en une seule 
operation, avec ou sans utilisation d'une instrumentation specifique pour 
15 la detection d'un signal. Dans ce type de test, I'intensite du signal de 
marquage est directement proportionnelle a la concentration de I'analyte 

a detecter dans rechantillon. 

Plusieurs types d'essais immunologiques sur phase soiide 
ont ete decrits, dans lesquels la presence ou I'absence d'un analyte dans 
20 un echantillon peut etre determinee par une interpretation visuelle des 
resultats (voir par exemple le US-A-4703017). 

La reponse a ces tests se Hmite cependant a une simple 
alternative (positif/negatif) et une interpretation semi-quantitative ou 
quantitative implique d'effectuer en parallele des essais s§pares avec 
25 des standards (contrSles) dont la concentration en analyte est connue. 
La relation entre la reponse observee et la concentration de I'analyte 
dans I'echantiHon peut alors etre etabiie par comparaison avec la ou les 
references. 

On connatt egalement des precedes de depistage incluant 
30 des systemes de calibration interne qui evitent I'utilisation de plusieurs 
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essais pour evaluer la concentration d'un analyte d'un seul echantillon 
(voir par exemple US-A-5028535). 

Dans toute application visant a mesurer une interaction 
specifique entre deux ou plusieurs macromolecules organiques, le 
5 probleme majeur consiste en I'existence d'un bruit de fond resultant 
d'interferences non specifiques entre ies molecules en presence. 
Chaque echantillon a analyser contient des facteurs d'interactions non 
specifiques qui sont par exemple des molecules interferentes, distinctes 
de Tanalyte a detecter, qui, par leurs proprietes chimiques intrinseques, 

10 possedent la faculte de se lier non specifiquement au iigand specifique 
(par exemple par accrochage non stereocomplementaire ou adsorption) 
et specifiquement Ou non au traceur. Par exemple, dans un essai de 
depistage d'anticorps specifiques, Ies immunoglobulines autres que ies 
anticorps specifiques diriges contre I'antigene utilise comme Iigand 

1 5 specifique peuvent representer un facteur d'interactions nOn specifiques. 

Par autre facteur d'interactions non specifiques, on doit 
aussi comprendre une liaison non specifique de I'analyte a detecter avec 
au moins un Iigand non specifique, c'est-a-dire, par accrochage non 
stereocomplementaire ou adsorption. Cela sign'rfie que I'analyte a 

20 detecter peut lui aussi participer au bruit de fond a determiner, au 
contraire de I'enseignement des brevets US 5,356,782 et EP 0833157. 

Par bruit de fond, on doit done comprendre I'intensite du 
signal non specifique resultant d'un ensemble de facteurs d'interactions 
moleculaires non specifiques, lids a la nature de I'echantillon (par 

25 exemple presence et concentration variables de substances susceptibles 
de se lier non specifiquement au Iigand specifique de I'analyte et au 
traceur, pH, concentration en sels, teneur en lipides variables favorisant 
Ies adsorptions intermoleculaires non specifiques) ou aux conditions 
dans lesquelles le test est effectue (par exemple temperature, temps 

30 d'incubation, concentrations de I'echantillon et du traceur). 
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Paf potentiel de bruit de fond, on dolt par contre 
corripfendre I'interisite maximale de signal non specifique susceptible 
d'etre engendree sur une zone d'essai par un echantillon donne, dans 
des conditions de test donriees. Par definition, chaque echantillon peut 
5 done etre caracterise par un potentiel de bruit de fond qui lui est propre 
et intrinsequeriieht lie. 

La mesure du potentiel de bruit de fond donne la valeur 
seuil de I'ihtensite de signal, au-dessus de laquelle un echantillon est 
considere comme positif et en dessous de laquelle il est considere 

10 coriinie negatif. 

II va de sot que, chaque echantillon possedant ses propres 
caracteristiques physico-chimiqueSi chaque echantillon est susceptible 
de generer un bruit de fond qui lui est propre et possede intrinsequement 
un potentiel de bruit de fond qui lui est propre et peut done se voir 
15 attribuer line valeur seuil qui lui est propre. 

Les performances d'un test dependent de la precision avec 

Jaquellella valeur seuil e^t mesur6e: il importe do ne de pouvoir estimer le 

potentiel de bruit de fond d'Un echantillon de maniere a obtenir une 
valeur idealement corrigee de I'interaction specifique. Or, dans la plupart 
20 des tests actuels de depistage d'urt analyte dans un fechantillon de fluide 
biologique, on determine de maniere g6nerique une valeur seuil unique 
applicable a ('ensemble des echantillons testes sans tenir compte de la 
variability du bruit de fond lie a chaque echantillon. 

Dans urt test ELISA par exemple, la determination d'une 
25 valeur seuil (cut-off) de I'intensite du signal, au-dessus de laquelle un 
echantillon teste est considers comme positif et en dessous de laquelle il 
est cdhsidere comme negatif, est effectuee indirectement grace a au 
moins uh contrdle ddnt la concentration en analyte est connue, teste en 
pafallele sur au mbirts ung zone d'essai equivalente mais distincte (par 
30 exerhple au moihs une cuvette voisine dans Un test ELISA) avec le^ ou 
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les echantillon(s) a analyser. La valeur de seuil est generalement definie 
par rapport aux valeurs donnees par une population statistiquement 
significative d'echantillons considers comme negatifs pour I'analyte a 
depister: un traitement statistique de la distribution de ces valeurs 
5 permet de calculer la valeur seuil a utiliser dans I'irterpretation des 
resultats en fonction des performances souhaitees (specificite et 
sensibilite du test) (v. par exemple, MP. BOUNAUD, et J-F. MORIN, 
Evaluation analytique d'un nouvel immunodosage, Atelier n° 13 du 10e 
Colloque CORATA, 1993). Bien que ce type d'approche tienne compte 
10 de la variabilite de la valeur seuil en fonction des conditions dans 
lesquelles le test est effectue (les contrdles etant toujours testes en 
parallele avec les echahtillons dans les memes conditions), la variabilite 
du bruit de fond engendre par les differents §chantillons eux-mimes 
n'est pas prise en consideration (les controles ne pouvant pas rendre 
15 compte de la presence au sein de chaque ecbantilion d'un plus ou moins 
grand nombre de facteurs d'interactions non specifiques a une plus ou 
moins grande concentration). Cecj est. su 

la sensibilite du test et de mener a des interpretations feussement 
negatives pour certains echantillons, particulierement dans le cas d'une 

20 combinaison d'un test hautement specifique (pour lequel la valeur seuil 
est necessairement proche du signal maximal rencontre dans une 
population negative) ef d'un echantillon faiblement positif qui possederait 
a fortiori un faible potentiel de bruit de fond. 

Le document DE 197 31 465 A1 non publie a la date de 

25 priorite de la presente demande de brevet decrit un systeme de 
contr6le(s) interhe(s) permettant de mesurer independamment la valeur 
d'une ou de plusieurs interactions non specifiques engendrees par un ou 
plusieurs facteurs d'interference propres a chaque echantillon. 
Neanmoins, la mise en oeuvre de tels controles internes implique que les 

30 differehts facteurs d'interference soient connus et definis et qu'a chaque 
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facteur d'interference defini soit associe un controle specifique distinct. 
Cette approche permet de mesurer de manure precise I'intensite du 
signal specifique par rapport a chacune des interactions non specifiques 
qui ont ete definies; par contre, le systeme ne permet pas d'obtenir une 
5 evaluation globale, par I'intermediaire d'un seut et unique controle, du 
bruit de fond global potentiellement engendre par I'ensemble des 
facteurs d'interferences, connus ou non, presents dans I'echantillon. 

Aucun document anterieur n'apporte de solutions a ce 

probleme. 

10 Or, sans possibility devaluation d'un seuil reactionnel 

propre a I'echantillon analyse, Interpretation des resultats de la plupart 
des essais immunodot se resume aux deux possibles suivantes : 
I'essai est posifrf si une coloration est visible au niveau de la zone 
d'essai, et I'essai est negatif en cas d'absence de coloration. Si le 
1 5 systeme fonctionne effectivement dans les cas ou une coloration forte ou 
une totale absence de coloration est evidente, il est manifeste que 
('interpretation des resultats est soumise a la subjectivity du lecteur dans 
les cas ou seule une trace de coloration est visible. Cette trace peut etre 
le reflet d'une interaction specifique antigene - anticorps, mais aussi 
20 simplement un bruit de fond. 

La presente invention a pour but de resoudre ces 
problemes en mettant au point un precede du type decrit au debut, qui 
permette d'etablir un auto-etalonnage integre a I'essai avec pour chaque 
echantillon un seuil de reactivite distinct, qui peut etre variable en 
25 fonction des caracteristiques physico-chimiques de I'echantillon lui-m§me 
et des conditions dans lesquelles I'essai est effectue. 

On a resolu le probleme pose par un precede tel que decrit 
au debut, ce precede etant caracterise en ce que : 

au moins un ligand non specifique est fixe sur une zone de 
30 controle dite de seuil, en une concentration telle que I'intensite de signal 



DkicrvYiirKWn nrww\RAi I > 



WO 00/23805 

PCT/BE99/00129 

-8- 

cle marquage determinee la pour un echantillon seuil de fluide biologique 
est egale a celle de cet echantillon seuil sur la zone d'essai, 

ledit au moins un ligand non specifique de la zone de contr6le de 
seuil etant capable de rendre compte d'un potentiel de bruit de fond 
5 engendre sur au moins une zone d'essai par un ensemble de facteurs 
d'interactions non specifiques, lies a la nature de I'echantillon lui-meme 
et aux conditions dans lesquelles le test est effectue, 

et en ce que le procede comprend une comparaison entre 
I'intensite du signal de marquage de la zone d'essai et celle de la zone 
1 0 de contrdle de seuil obtenues avec I'echantillon a analyser, celui-ci etant 
a considerer comme positif lorsque I'intensite du signal de marquage de 
la zone d'essai est superieure a celle de la zone de controle de seuil. 

L'echantillon de fluide biologique appele echantillon seuil 
est un des echantillons d'une population statistiquement significative qui, 
1 5 lors d'une analyse de celle-ci par des techniques de reference standards, 
a ete diagnostique comme negatif, mais qui dans son application a une 
zone d'essai d'un procede de depistage immunodot donnait une intensite 
de signal de marquage correspondant a une valeur seuil telle qu'elle 
peut etre calculee statistiquement ou estimee (selon que la lecture se fait 
20 respectivement avec ou sans appareil de mesure) par rapport a la 
distribution des valeurs donnees par I'ensemble des echantillons negatifs 
de cette population. Dans le cas ou aucun des echantillons negatifs de la 
population ne donne precisement I'intensite seuil de signal telle que 
calculee ou estimee, I'echantillon seuil utilise pour la calibration peut etre 
25 un echantillon dont I'intensite de signal approche la valeur seuil avec 
suffisamment d'exactitude, ou encore un calibrateur artificiellement 
construit (generalement un serum positif dilue) donnant I'intensite de 
signal desiree et qui est des lors considere comme representatif de 
I'echantillon seuil. 
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L'intensite de signal de marquage obtenue sur la zone de 
controle de seuil avec cet echantillon seuil est done uniquement due a un 
bruit de fond, que celui-ci resulte d'interferences exterieures a I'analyte 
ou de liaisons non specifiques de I'analyte sur le ligand non specifique. 
5 Les experiences ont montre que, lors de I'application du procede de 
depistage suivant I'invention, I'intensite de signal de marquage des 
echantillons testes sur la zone de contr6le de seuil variait d'echantillon a 
echantillon et representait done une valeur de bruit de fond propre a 
chaque echantillon. En outre, il est remarquable de constater que pour la 
10 plupart des echantillons negatifs, I'intensite du signal de marquage sur la 
zone de contrdle de seuil est superieure a celle obtenue sur la zone 
d'essai. Le systeme rend done bien compte d'un potentiel de bruit de 
fond susceptible d'etre genere par un echantillon sur une zone d'essai, et 
non du bruit de fond reellement engendre par cet echantillon sur ladite 
15 zone d'essai. Par comparison avec I'intensite de signal de marquage 
obtenue sur la zone d'essai, on obtient une determination directe et auto- 
corrigee- du caractere positif ou . negatif .de !'6chanti|lon, seton que 
I'intensite sur la zone d'essai est superieure ou inferieure a I'intensite sur 
la zone de contr6le de seuil. 
20 II faut remarquer que par le procede suivant I'invention le 

ligand non specifique de la zone de controle de seuil rend compte d'un 
potentiel de bruit de fond genere par des interactions non specifiques 
engendrees par I'echantillon, interactions qui ne sont ni necessairement 
connues ni d6finies. Un tel depistage comporte par ailleurs une seule et 
25 unique zone de controle de seuil par echantillon a analyser. 

Suivant une forme de realisation avantageuse de 
I'invention, le procede comprend 

- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique a analyser 
avec au moins un ligand qui est non specifique dudit au moins un 
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analyte et qui est fixe sur une zone de controle dite de reaction du 
support solide, 

- une adsorption et/ou un accrochage de facteurs d'interactions non 
specifiques de Techantillon sur ledit au moins un ligand non 
specifique de la zone de controle de reaction, 

- un marquage dudit au moins un ligand non specifique de la zone de 
controle de reaction et des facteurs d'interaction lies, par un traceur, 

- une defection du traceur de marquage sur ledit au moins un ligand 
non specifique de la zone de contrdle de reaction et ies facteurs 
d'interaction lies, avec determination d'une intensite de signal de 
marquage, 

- ledit au moins un ligand non specifique de la zone de contrdle de 
reaction etant fixe sur celle-ci de maniere que I'intensite de signal de 
marquage determinee soit detectable lorsque le procede de 
depistage a ete applique d'une maniere conforme. 

Le procede permet de s'assurer que la sequence des 
etapes du test a ete respectee -et que Jes. diffexents. comppsants mis en 
oeuvre sont fonctionnels. L'essai n'est pas valable si une intensite de 
signal de marquage elevee sur la zone de controle de reaction n'apparaft 
pas. Pour que ledit au moins un ligand non specifique de la zone de 
controle permette une detection efficace, on peut jouer sur sa 
concentration ou sur sa nature. 

Les experiences ont montre que, comme pour Ies zones de 
contrdle de seuil, Ies zones de controle de reaction presentent des 
intensites de signal de marquage qui sont variables, c'est-a-dire propres 
a I'echantillon analyse, et cela parce que toutes deux incluent une 
intensite de signal due au bruit de fond propre a I'echantillon. 

Suivant une forme de realisation perfectionnee de 
I'invention, le procede comprend 
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- une mise en contact de l'6chantillon de fluide biologique avec au 
moins un iigand supplementaire, qui est sp6cifique d'au moins un 
analyte supplementaire a depister et qui est fixe sur au moins une 
zone d'essai supplementaire du support solide, 

5 - une liaison entre ledit au moins analyte supplemental et son Iigand 
specifique, 

un marquage dudit au moins un Iigand supplementaire et dudit au 
moins un analyte . supplemental Ii6s, par un traceur, et 

- une detection du traceur de marquage sur ledit au moins un Iigand 
10 supplemental et ledit au moins un analyte supplementaire lies, 

avec determination d'une intensity de signal de marquage, 

- chaque Iigand specifique supplementaire 6tant fixe dans sa zone 
d'essai supplementaire en une concentration telle que I'intensite de 
signal de marquage determine I& pour un echantillon seuil pour 

15 Panalyte supplementaire correspondant est egale ou inferieure a 
Tintensite de signal de marquage obtenue dans ladite zone de 
contn&le de seuil, et 

une comparaison entre 1'intensite du signal de marquage de chaque 
zone d'essai supplementaire et celle de la zone de controle de seuil, 
20 obtenues avec Techantillon a analyser, celui-ci etant a considerer 
comme positif pour un analyte supplementaire iorsque 1'intensite du 
signal de marquage de la zone d'essai supplementaire 
correspondant & cet analyte supplementaire est superieure a celle de 
la zone de contrdle de seuil. 
25 II est ainsi possible d'effectuer la detection de plusieurs 

analytes differents en se referant a une seule zone de contr6le de seuil 
pour chaque echantillon. 

Ledit au moins un Iigand non sp6cifique fixe sur la zone de 
controle de seuil peut etre identique audit au moins un Iigand non 
30 specifique fixe sur la zone de controle de reaction, mais a une 
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concentration plus faible. II petit aussi comprendre des substances 
differentes. 

Ledit au moins un iigand non specifique de controle de seuil 
peut par exemple comprendre 
5 - un anticorps, y compris les anticorps monodonaux, dirig§ ou non 
contre un ou plusieurs antigenes contenus dans I'echantillon, par 
exemple contre des immunoglobulines d'espece animate ou 
humaine, 

un antigene, dirige ou non contre un ou plusieurs anticorps contenus 
10 dans I'echantillon, 

- une proteine, comme la proteine A f la proteine G ou la proteine L 
capable d'accrocher le fragment Fc de certaines immunoglobulines, 
une substance naturelle, comme de I'albumine de serum de boeuf 
(BSA) ou les proteines du lait de vache (ia caseine par exemple), 

1 5 capable d'accrocher non spectfiquement certains polypeptides par le 
biais d'interactions proteine-proteine non sterfeocomplementaires, 

- une sequence synthetique ou non d'acides amineSi comme par 
exemple un peptide synthetique, un haptene, de la polylysine, qui est 
capable d'interactions non specifiques avec certaines molecules 

20 organiques, 

une sequence nucleotidique synthetique ou naturelle, comme par 
exemple de I'ADN (simple brin ou double brin) ou de TARN. 

La selection du Iigand ou du melange de ligands de 
controle de seuil ideal depend generalement, mais de maniere non 
25 limitative, du type d'essai, done de la nature des facteurs d'interactions 
non specifiques qui sont susceptibles de se presenter dans ce cas 
particulier. La concentration ideale du Iigand ou du melange de ligands S 
appliquer sur la zone de controle de seuil est quant a elle definie 
exclusivement au travers du processus de calibration tel que decrit 
30 precedemment. 
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La presente invention concerne egalement une trousse de 
depistage d'analyte. 

Cette trousse comprend : 

- un support solide, 

5 - un ligand qui est specifique d'au moins un analyte a depister et est 
fixe sur au moins une zone d'essai du support solide, et qui, apres 
mise en contact avec I'echantillon a analyser,- se lie a ledit au moins 
un analyte a depister, en presence de celuUci, 

- un traceur capable de marquer le ligand specifique et ledit au moins 
10 un analyte lies, en permettant sa detection avec determination d'une 

intensite de signal de marquage, 

- un ligand qui est non specifique dud'it au moins un analyte et est fixe 
sur une zone de controle du support solide, et qui, apres mise en 
contact avec I'echantillon a analyser, permet une adsorption et/ou un 

15 accrochage sur lui de facteurs d'interactions non specrfiques 
engendres par I'echantillon, et 

- un traceur capable de marquer le ligand non specifique et les 
facteurs d'interactions Ii6s, en permettant sa detection avec 
determination d'une intensite de signal de marquage, 

20 cette trousse comportant en outre, suivant I'invention, au moins un ligand 
non specifique fixe sur une zone de controle dite de seuii du support 
solide en une concentration telle que I'intens'rte de signal de marquage, 
determinee IS pour un echantillon seuil de fluide biologique est egale a 
celle de cet echantillon seuil sur la zone d'essai, ledh au moins un ligand 

25 non specifique de la zone de contrdle de seuil etant capable de rendre 
compte d'un potentiel de bruit de fond engendre sur au moins une zone 
d'essai par un ensemble de facteurs d'interactions non specifiques, lies a 
la nature de I'echantillon lui-meme et aux conditions dans lesquelles le 
test est effectue, 
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I'echantillon a analyser etant a considerer comme positif lorsque 
Pintensite du signal de marquage de la zone d'essai est superieure a 
celle de la zone de contrdle de seuil. 

Des details particuliers concernant le procede de depistage 
5 et la trousse suivant Pinvention sont indiques dans les revendications 
donnees ci-apres. 

D'autres details et particularity de i'invention ressortiront 
de la description donnee ci-dessous, avec reference aux dessins 
annexes. 

10 1- Determina tion de la concentration du liaand specifiaue sur la zone 
d'essai . 

Le ligand specifique pour Panalyte a detecter est dilue en 
serie generalement dans une solution saline physiologique a dix 
concentrations variant generalement de 1 3 0,1 pg par millilitre. 
15 Chaque dilution est appliqu§e sous forme de gouttelettes 

de 1 microlitre sur differentes portions d'une membrane generalement de 
type nitrqcellulosique, I/ensemble constituant une bandelette. 

Les bandelettes ainsi prSparees sont testees sur une 
population d'echantillons positifs et negatifs statistiquement significative, 
20 selon une procedure courante pour Phomme de metier. 

La concentration ideale de ligand specifique (soit la 
concentration X) est celle permettant la meilleure discrimination visuelle 
entre t'echantillon positif donnant Pintensite la plus faible et I'echantillon 
negatif donnant Pintensite la plus forte. 
25 2. Determina tion de la concentration dudit au moins un lioand non 
specifiaue sur la zone de controle de seuil . 

Le ligand specifique est applique, a la concentration 
determin£e ci-dessus (soit la concentration X), sur une portion de 
membrane, et cette zone d'essai sert ici de reference. 
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Ledit au moins un tigand non specifique est dilue en serie et 
applique, comme decrit en 1, sur le reste des portions de membrane 
libres de la bandelette. 

Les bandelettes sont testees sur la meme population 

5 d'6chantillons. 

Un echantillon negatif, donnant sur la zone d'essai (qui 
contient le ligand specifique a la concentration X) une intensite seuil, telle 
qu'elle peut etre calculee ou estimee selon une procedure courante pour 
I'homme de metier, est utilise pour calibrer le seuil : la concentration 

10 ideale (soit la concentration Y) du ligand non specifique est celle 
donnant, sur la zone de controle de seuil, une intensite de coloration 
identique a celle observ6e sur la zone d'essai. 

L'ensembie des autres echantillons permet de vaiider le 
seuil ainsi determine : tous les echantillons positifs donnent une intensite 

15 superieure au seuil et tous les echantillons negatifs donnent une 
intensite inferieure au seuil nonobstant les limites de specificite et de 
sensibilite du test telles qu'imppsees. par Ja .procedure jde calcul ou 
d'estimation de I'intensite seuil. L'intensHe du seuil determine varie elle- 
mdme en fonction des caracteristiques physio-chimiques de chaque 

20 echantillon. 

3. Fssai a plusieurs analvtes . 

Le developpement d'un test a plusieurs analytes implique 
de suivre dans un premier temps la procedure decrite dans 1 et 2 ci- 
dessus pour un seul de ces analytes. On determine alors la 

25 concentration ideale dudit au moins un ligand non specifique (soit la 
concentration Y) pour cet analyte. 

Ledit au moins un ligand non specifique est applique, a la 
concentration determinee ci-dessus (sort la concentration Y), sur une 
portion de membrane, et cette zone sert ici de reference. 
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Les autres ligands specifiques des autres analytes sont 
chacun dilues en serie et appliques, comme decrit sous 1, sur le reste 
des portions de membrane libres de la bandelette. Les bandelettes sont 
testees sur une population d'echantillons statistiquement significative 
5 pour les autres analytes precites. 

Conformement & la procedure decrite en 2, on determine 
alors la concentration ideale de chacun des autres ligands specifiques 
des autres analytes par rapport audit au moins un ligand non specifique 
a la concentration Y, c'est-a-dire en fonction d'un seul et meme seuil. 
10 Accessoirement, il est generalement possible d'inclure au 

test un controle de reaction en deposant sur une portion de membrane 
une concentration dite saturante dud'rt au moins un ligand non specifique 
de contrdle de seuil (concentration generalement 50 a 100 fois 
superieure a la concentration utilis6e pour le contrdle de seuil). 
1 5 EXEMPLES 

A - Immunod ot pour la detection des anticorps anti-pvruvate 
deshvdrooenase (M2Y 

Immunodot k 3 zones membranaires : 1 controle de 
reaction, 1 controle de seuil, 1 zone d'essai. 
20 - Solution de dilution des ligands : NaCI 0,15 M dans H 2 0 distillee 

- Ligand specifique : Pyruvate dehydrogenase (SIGMA P-7032) a 
0,25 mg/ml. 

Ligand non specifique de contr6le de seuil : immunoglobuline de 
chevre anti-molecule entiere d'lgG humaine (SIGMA 1-1886) a 
25 0,017 mg/ml. 

- Ligand non specifique de controle de reaction : immunoglobuline de 
chevre anti-molecule entiere d'lgG humaine (SIGMA 1-1886) a 
1 mg/ml. 
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On depose 1 ul de chacun des ligands sur la zone 
membranaire correspondante, puis on laisse secher 24 heures a 
temperature ambiante. 

5 b. Immunodot pour la detection des antic oros antinucleaires (ENAl 

Immunodot a 8 zones membranaires : 1 contrdle de 
reaction, 1 contrdle de seuil, 6 zones d'essai pour les anticorps anti-ENA 
suivants : Sm, RNP, SSA, SSB, JO-1, Scl-70. 

- Solution de dilution des ligands : NaCI 0,1 5 M dans H 2 0 distillee. 

10 - Ligands specifiques : Sm antigene (IMMUNOVISION SMA-3000) a 
0,16 mg/ml, RNP antigene (IMMUNOVISION SRC-3000) a 0,19 
mg/ml. SSA antigene (IMMUNOVISION SSA-3000) a 0,15 mg/ml, 
SSB antigene (IMMUNOVISION SSB-3000) a 0,08 mg/ml, JO-1 
antigene (IMMUNOVISION JO1-3000) a 0,07 mg/ml, Scl-70 antigene 

1 5 (IMMUNOVISION SGL-3000) a 0,07 mg/ml. 

- Ligand de contrdle de seuil : immunoglobuline de chevre anti- 
molecule entiere d'IgG hu 0.022 mg/ml. 

- Ligand de controle de reaction : immunoglobuline de chevre anti- 
molecule entiere d'lgG humaine (SIGMA 1-1886) a 1 mg/ml. 

20 -On d§pose 1 ul de chacun des ligands sur la zone 

membranaire correspondante, puis on laisse secher 24 heures a 
temperature ambiarite. 

C. Immunodot pour la detection des anti coros anti-ADN double brin 
Immunodot a 3 zones membranaires : 1 contrdle de 
25 reaction, 1 contrdle de seuil, 1 zone d'essai. 

Solution de dilution des ligands : NaCI 0,15 M, Tns-HCI 20 mM, pH 
7,5. 

Ligand specifique : ADN double brin extrait de thymus de veau 
(SIGMA D4522) a 0,2 mg/ml. 
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Ligands norv.spepjfigues de controle de seuil (les concentrations 
indiquees correspondent aux concentrations finales dans le 
melange) : melange de ADN simple brin (SIGMA D8899) a 
10 Mg/ml, Histone H1 (IMMUNOVISION HlS-1011) a 2,5 pg/mi, 
5 Histone H2a (IMMUNOVISION HIS-1002) a 2,5 pg/ml, Histone H2b 

(IMMUNOVISION HIS-1013) £ 2,5 pg/ml, Histones H3/H4 
(IMMUNOVISION HIS-1014) a 2,5 pg/ ml, BSA a 5 pg/ml. 
- Ligands non sp6cifiques de controle de reaction (les concentrations 
indiqu§es correspondent aux concentrations finales dans le 
10 melange): melange d'lmmunoglobuline de chevre anti-molecule 

entiere d'lgG humaine (SIGMA 1-1886) a 0,5 mg/ml et 
d'lmmunoglobuline de lapin anti-molecule (p-chain) d'lgM humaine 
(SIGMA 1-0140) a 0,5 mg/ml. 

On depose 1 pi de chacun des ligands ou melanges de 
15 ligands sur la zone rnembranaire corresppndante, puis on laisse s§cher 
24 heures & temperature ambiante. 

. Les figures 1 et 2 ann^ 
d'interpretation des resultats obtenus par un proced6 classique de 
depistage et par le procede suivant Tinvention. 
20 La figure 1 montre cinq bandelettes 5 courantes dans le 

commerce sur lesquelles ont et§ appliquees des gouttes d'un ligand 
specifique pour un analyte determine dans les zones d'essai 6 & 10. Ces 
bandelettes sont aussi chacune pourvues d'une zone de controle de 
reaction 11 a 15 ou un ligand non specifique est applique a une 
25 concentration 6levee permettant de controler si ta reaction a lieu de 
maniere conforme. 

Cinq echantilions sont alors analyses quant a I'analyte a 
detecter suivant une procedure connue en soi, non decrite ici eh detail. A 
la fin de I'essai immunodot une intensite de signal est determinee dans 
30 chaque zone. Dans cet essai il s'agit d'un signal visuel, mais il pourrait 
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s'agir d'une methode permettant de fournir un signal a mesurer par 
radiometrie, fluorescence, luminescence, etc... Comme on peut le 
constater, les cinq zones de controle de reaction 11 a 15 donnent un 
signal fortement intense, les essais sont done valables. II faut noter que 
5 les intensites de signal de ces zones 11 a 15 sont legerement variables 
entre elles d'une maniere impossible a representer sur le dessin, mais 

perceptible a I'oeil nu. 

La zone 6 permet de deceler clairement que I'echantilion 
est negatif et les echantillons correspondant aux autres zones d'essai 7 
10 a 1 0 seront probablement determines comme positifs par le laborantin. 

La figure 2 montre cinq bandelettes 1' a 5' suivant 
I'invention sur lesquelles se trouvent des zones d'essais 6' a 10' et des 
zones de controle de reaction 11' a 15' qui sont identiques aux zones 6 a 
15 des bandelettes 1 a 5 illustrees sur la figure 1 et qui done donnent la 
15 meme intensite de signal. 

Ces bandelettes 1' a 5' presentent en outre chacune une 

zone de conttole de seuil_ m 

dessus. Les intensites de signal de ces zones sont legerement variables 
d'une bandelette a I'autre, ce qui montre que chaque echantillon a 
20 analyser presente un potentiel de bruit de fond qui lui est propre. 

II ressort de I'essai illustre, que I'echantilion correspondant 
a la bandelette 3' est a considered d'une maniere inattendue, comme 
negatif. Son intensite de signal est en effet clairement inferieure a celle 
de la zone de controle de seuil. La conclusion que Ton peut tirer de 
25 I'essai etait imprdvisible pour I'homme de metier faisant usage du 
procede de depistage selon la figure 1. 

II doit etre entendu que la presente invention n'est en 
aucune facon limitee aux formes de realisation decrites ci-dessus et que 
bien des modifications peuvent y etre apportees sans sortir du cadre du 
30 present brevet. 
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REVENDICATIONS 

1.. Precede de depistage d'au moins un analyte, dans un 
echantillon de fiuide biologique a analyser, comprenant : 

- une mise en contact de I'echantillon de fiuide biologique avec un 
5 ligand, qui est specifique d*au moins un analyte a depister et qui est 

fixe sur au moins une zone d'essai d'un support solide, 

- une liaison entre ledit au moins un analyte a depister et le ligand , 

- un marquage du ligand specifique et dudit au moins un analyte lies, 
par Un traceur, et 

10 - une detection du traceur de marquage sur le ligand specifique et ledit 
au moins un analyte lies, avec determination d'une intensite de 
signal de marquage, 

- une mise en contact de I'echantillon de fiuide biologique avec un 
ligand qui est non specifique dudit au moins un analyte, est fixe sur 

15 une zone de contr6le du support solide et est capable de rendre 
compte d'interactions non specifiques engendrees par I'echantillon , 

- une adsorption et/ou un accrochage_de Jacleur^dMeractipns non 
specifiques de I'echantillon sur le ligand non specifique, 

- un marquage du ligand non specifique et des facteurs d'interactions 
20 Ms, par un traceur, 

- une detection du traceur de marquage sur le ligand non specifique et 
les facteurs d'interactions lies, avec determination d'une intensite de 
signal de marquage, 

caracterise en ce que : 

25 au moins un ligand non specifique est fixe sur une zone de 

contr6le de seuil, en une concentration telle que I'intensite de signal de 
marquage determinee la pour un echantillon seuil de fiuide biologique est 
egaie a celle de cet echantillon seuil sur la zone d'essai, 

ledit au moins un ligand non specifique de la zone de contr6le de 

30 seuil etant capable de rendre compte d'un potentiel de bruit de fond 
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engendre sur au moins une zone d'essai par un ensemble de facteurs 
d'interactions non specifiques, lies a la nature de I'echantillon lui-meme 
et aux conditions dans lesquelles le test est effectue, 

et en ce que le procede comprend une comparaison entre 

5 I'intensite du signal de marquage de la zone d'essai et celle de la zone 
de controle de seuil obtenues avec I'echantillon a analyser, celui-ci etant 
a considerer comme pos'rtif lorsque I'intensite du signal de marquage de 
la zone d'essai est superieure a celle de la zone de contr6le de seuil. 

2. Procede de depistage d'analyte suivant la revendication 

10 1, caracterise en ce qu'il comprend 

- une mise en contact de I'echantillon de fluide btologique a analyser 
avec au moins un ligand qui est non specifique dudit au moins uh 
analyte et qui est fixe sur une zone de controle dite de reaction du 
support soiide, 

15 - une adsorption et/ou un accrochage de facteurs d'interactions non 
specifiques de I'echantillon sur ledit au moins un ligand non 
specifique de la zone de controle de reaction, 

- un marquage dudit au moins un ligand non specifique de la zone de 
controle de reaction et des facteurs d'interaction Us, par un traceur, 

20 -■ une detection du traceur de marquage sur ledit au moins un ligand 
non specifique de la zone de controle de reaction et les facteurs 
d'interaction lies, avec determination d'une intensity de signal de 
marquage, 

- ledit au moins un ligand non specifique de la zone de controle de 
25 reaction etant fixe sur celle-ci de maniere que I'intensite de signal de 

marquage determinee soit detectable lorsque le procede de 
depistage a ete applique d'une maniere conforme. 

3. Procede de depistage suivant I'une ou I'autre des 
revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'il comprend 
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- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique avec au 
moins un ligand supplementaire, qui est specifique d'au moins un 
analyte supplementaire a depister et qui est fixe sur au moins une 
zone d'essai supplementaire du support solide, 

5 - une liaison entre ledit au moins un analyte supplementaire et son 
ligand specifique, 

- un marquage dudit au moins un ligand supplementaire et dudit au 
moins un analyte supplementaire lies, par un traceur, et 

- une detection du traceur de marquage sur ledit au moins un ligand 
10 supplementaire et ledit au moins un analyte supplementaire lies, 

avec determination d'uhe intensite de signal de marquage, 

- chaque ligand specifique supplementaire etant fixe dans sa zone 
d'essai supplementaire en une concentration telle que I'intensite de 
signal de marquage determinee la pour un echantillon seuil pour 

15 I'analyte supplementaire correspondant est egale ou inferieure a 
I'intensite de signal de marquage obtenue dans ladite zone de 
contrdle de seuil, et 

- une comparaison entre I'intensite du signal de marquage de chaque 
zone d'essai supplementaire et celle de la zone de contrdle de seuil, 

20 obtenues avec I'echantillon a analyser, celui-ci etant a considerer 
comme positif pour un analyte supplementaire lorsque I'intensite du 
signal de marquage de la zone d'essai supplementaire 
correspondant a cet analyte supplementaire est superieure a celle de 
la zone de contrdle de seuil. 
25 4 - Procede suivant I'une des revendications 2 et 3, 

caracterise en ce que ledit au moins un ligand non specifique fixe sur la 
zone de contrdle de seuil est ledit au moins un ligand non specifique fixe 
sur la zone de contrdle de reaction. 

5. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 
30 4, caracterise en ce que ledit au moins un ligand non specifique fixe sur 
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la zone de contrdle de seuil est choisi parmi le groupe comprenant des 
anticorps, monoclonaux ou non, diriges ou non contre un ou plusieurs 
antigenes contenus dans I'echantillon, des antigenes diriges ou non 
contre un ou plusieurs anticorps contenus dans I'echantillon, des 

5 proteines synthetiques ou naturelies, telles que de I'albumine de serum 
de boeuf, des proteines de la'it, des sequences synthetiques ou 
naturelies d'acides amines, comme un peptide synthetique, un haptene, 
de la polylysine, et des sequences nucleotidiques synthetiques ou 
naturelies, comme de I'ADN (simple brin ou double brin), de I'ARN. 

10 6. Proc6de suivant Tune quelconque des revendications 1 a 

5, caracterise en ce que la detection est effectuee par voie 
colorimetrique, enzymatique, radiometrique, luminescente, 

7. Proced6 suivant Tune quelconque des revendications 1 a 

6, caracterise en ce que ledit au moins un ligand non specifique de la 
15 zone de contr6le de seuil est susceptible d'etablir une liaison non 

specifique avec I'analyte a depister et rend compte, dans ledit potentiel 
de bruit de fpnd, dlnteracdons JDon.8pM.qBW.er*re I'analyte a depister 
et ledit au moins un ligand non specifique. 

8. Trousse pour le depistage d'au moins un analyte dans 
20 un echantillon de fluide biologique a analyser, comprenant : 

un support soiide, 

- un ligand qui est specifique d'au moins un analyte a depister et est 
fixe sur au moins une zone d'essai du support soiide, et qui, apres 
mise en contact avec rechantillon a analyser, se lie a ledit au moins 

25 un analyte a depister, en presence de celui-ci, 

- un traceur capable de marquer le ligand specifique et ledit au moins 
un analyte lies, en permettant sa detection avec determination d'une 
intensite de signal de marquage, 

- un ligand qui est non specifique dudit au moins un analyte et est fixe 
30 sur une zone de controle du support soiide, et qui, apres mise en 
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contact avec I'echantillon a analyser, permet une adsorption et/ou un 
accrochage sur lui de facteurs d'interactions non specifiques 
engendres par I'echantillon, et 
- un traceur capable de marquer le ligand non specifique et les 
facteurs d'interactions lies, en permettant sa detection avec 
determination d'une intensite de signal de marquage, 
caracterise en ce qu'elle comprend au moins un ligand non specifique 
fixe sur une zone de controle de seuil du support solide en une 
concentration telle que I'intensite de signal de marquage, determinee la 
pour un echantillon seuil de fluide biologique est egale a celle de cet 
Echantillon seuil sur la zone d'essai, 

I'echantillon a analyser etant a considerer comme positif lorsque 
I'intensite du signal de marquage de la zone d'essai est superieure a 
celle de la zone de contrdle de seuil. 

15 9 - Trousse suivant la revendication 8, caracterisee en ce 

qu'elle comprend en outre 

- au moins un . ligand qui n'est pas specifique dudit au moins un 
analyte a d6pister et est fixe sur une zone de controle de reaction du 
support solide, et qui, apres mise en contact avec I'echantillon a 
analyser, permet une adsorption et/ou un accrochage sur lui de 
facteurs d'interactions non specifiques engendres par I'echantillon, 
un traceur capable de marquer le ligand non specifique et les 
facteurs d'interactions lies, en permettant sa detection avec 
determination d'une intensite de signal de marquage, 
ledit au moins un ligand non specifique etant fixe sur la zone de 
contrdle de reaction de maniere que I'intensite de signal de 
marquage determinee est decelable lorsque le precede de depistage 
a ete applique d'une maniere conforme. 

10. Trousse suivant I'une ou I'autre des revendications 8 et 
30 9, caracterisee en ce qu'elle comprend en outre 
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- au moins un ligand supplemental, qui est specifique d'au moins un 
analyte supplementaire a depister et est fixe sur au moins une zone 
d'essai supplementaire du support solide, et qui, apres mise en 
contact avec I'echantillon a analyser, se lie a ledit au moins un 

5 analyte supplementaire, en presence de celui-ci, 

- un traceur capable de marquer ledit au moins un ligand 
supplementaire specifique et ledit au moins uii analyte 
supplementaire lies, en permettant sa detection avec determination 
d'une intensite de signal de marquage, 

10 - chaque ligand specifique supplementaire etant fixe dans sa zone 
d'essai supplementaire en une concentration telle que I'intensite de 
signal de marquage, determinee la pour un echantillon seuil pour 
I'analyte supplementaire correspondent, est egale ou inferieure a 
I'intensite de signal de marquage obtenue dans ladite zone de 

15 controlede seuil, 

- I'echantillon a analyser etant a considerer comme positif lorsque 
i'intensite du signal de marquage de la zone d'essai supplementaire 
correspondant a cet analyte supplementaire est superieure a celle de 
la zone de controle de seuil. 

20 



6NSOOCIO: <WO_0O238t>SA1J_> 



i 



WO 00723805 



PCT/BE99/00129 




BNSDOCID: -tWO OG2380SA1 I > 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/BE 99/00129 



a<x»id^totrtamaikx^P^ 



B. RELD8 SEARCHED 



oooumertfafkneeajriwd (ciaaaffteatton system folowed by classfflcatJon symbols) 



IPC 7 G01N 



Sectronfcdatarjeseocraufted during the WematoneJ search foams of date beeeand, where practical search terms used) 



a DOCUMEKTB CONgPEBEP TO BE RELEVANT 



Category' Cteflon of document, wtth fcxicatJon, where appropriate, of the retevart peeaagee 



P,A 



DE 197 31 465 A (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
28 January 1999 (1999-01-28) 
cited 1n the application 
the whole document 

EP 0 833 157 A (UNILEVER PLC ; UNILEVER NV 
(ND) 1 April 1998 (1998-04-01) 
cited 1n the application 
claims 

column 1, line 42 - line 50 
column 2, line 4 - line 13 
column 4, line 4 - line 41 



Relevant to de*n No. 



1-10 



1-10 



m 



Further doeumenreajelsted to the oonfruatfonof boxC. 



ID 



Patent fcvrtfry members are Wed h annex. 



' Special categories of olted documents : 

■A" dooanertd€**« the general state of the art which Is not 

considered to be of particular relevance 
f eerier document bUpublahed on or after the htemational 
fling date 

V document which may throw doubts on priority ctakn(e)or 
vtftch b otted to eatafatkh the publication date of another 
ctaSon or other apeotoi reason (as speeded) 

"O" doou mant refe rring to an oral dactoaure, use, exhbWonor 
other means 

■P* oVxxrtentpublahed prior to the rternatoneJ flhgdatebut 
later than the pdodty date claimed 



T later document pubftshed after the WerraflonalflhB date 
or prkxtty date and not hoor^ wtth the apploetton but 
cited to understand the pctxstole or theory underlying the 



■y» document of particular retevanoe; the cfafaned hvenflon 
oamot be considered novel or oamot be considered to 
hvcrve an Inventive step when the document is taken done 

HP document of pentoiar retevanoe; the cWmed hventlon 
cawiotbecorwWeredtornvohrean step when the 

document is cornbtied wtth one or more other suchdeco- 
rr>ert»,iuohcornb*alk^be^ person aWled 

hi the ait 

document member of the same patent tamly 



Date of the actual oomptetkxi of the HemattoneJ seaich 

28 February 2000 



Name and mslhg address of the ISA 

. European Patent Ofttoe. PB. 581 6 Potenflaan 2 
NL-2280HVRQBWtyc 
Tel. (431-70) 34W040. Tx. 31 661 epo rt, 
Fax: (461-70)340-3016 



Date of mating of the trternaflcnal search report 

07/03/2000 



Authorized ofTber 



Rout ledge, B 



Form PCWSAttIO t**oond stwet) (Aty 19*2) 

BNSDOCiD: <WO_0023805A1J_> 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/BE 99/00129 



CUOoRtsnMtDC) DOCUMBfTB CONSIDERS) TO BE RELEVANT 



oftheretevantp 



RctovBflttocfskn No. 



US 5 356 782 A (MOORMAN DAVID R ET AL) 
18 October 1994 (1994-10-18) 
cited In the application 
claims 

column 6, line 30 - line 50 
column 8, line 3 - line 30 



' 1-10 



Forb PCTB8AO10 (oonftutfai of Mocnd *m*Q {A* i«e> 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



MonMbon an peMttanly mh*ot 


PCT/BE • 


99/00129 | 


1 patent document 
cited In search report 


PiMcaHon 
date 


Patent family 
members) 


date 


1 DE 19731465 


A 


28-01-1999 


AU 
NO 


9066998 A 


16-02-1999 
04-02-1999 


EP 0833157 


A 


01-04-1998 


AU 
CA 
JP 


3684197 A 
2215042 A 
10111292 A 


02-04-1998 

27- 03-1998 

28- 04-1998 


US 5356782 


A 


18-10-1994 


EP 
JP 
WO 


0659275 A 
8501387 T 
9406012 A 


28-06-1995 
13-02-1996 
17-03-1994 



Form PCWSAtttO (prtwt*niif«mjO <*4ylO«) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Den ^ tmvnabon^t to 

PCT/BE 99/00129 



a, « Ay niFwr de l*objet de u pemahde 
CIB 7 G01N33/58 M1N33/543 



Sdonfacfaaif&^ 

DOMAfWES 81/R LJE8QUEL8 LA RECHERCHE A POflTC 



Dccumertaflcn rrttnato 

CIB 7 G01N 



ee(tysteme 



tuMdeee^mbc4eede*assement} 



sdocumerteieieventdeedoiTiato 



& DOCUIffiMTS COKSHDERES COMME PERT! NEWTS 



Categode 



passage* pertinent* 



P,A 



DE 197 31 465 A (BOEHRINGER MANNHEIM SHBH) 
28 Janvier 1999 (1999-01-28) 
cite dans la demande 
le document en entler 

EP 0 833 157 A (UNILEVER PLC ; UNILEVER NV 
(NL)) 1 avrll 1998 (1998-04-01) 
dt6 dans la demande 
revendl cations 

colonne 1, Hgne 42 - Hgne 50 
Hgne 4 - Hgne 13 
Hgne 4 - Hgne 41 

-/— 



1-10 



1-10 



colonne 2, 
colonne 4, 



X| v ^te«ite<ti cadre Cpourtafc dob to <J«.(toeuwrt8 



(X~| ^*«menl»de»^l)«debrm^»ortln(i<|u6e 



en annex© 



prtorttteudtt pour detemitor la date de pubfeeflon <f une 
autre citation ou pour une raJeon epedaJe (tele cMMquee) 



*P* document pubte event la date de depot hteiiwflntaL mate 
pc^eun^atadateoepdorti*^ 



ojtede pitot^et rfappejteiwient pee a rSat de ia 
te ™S e peranent male oft* pour cccnprendrelepttncfae 
cubtoeofcoonaftuerttarxmdeilr^ ^ ^ 

d £?!Siffi^* rBmert P*"*2«* ftwen Hon revendkfuee ne peU 
*6»ooneWei^ c«mme rwu^ 
hwrtfre par rapport au deoumant conafdere latfenw* 
document partkxJeremertt pertinent r>wen ton revendquee 

h^ajantuneaSStrS^ 
lw»q*Je<toounenteetaeeco*ea^ 
dcoomen^^ 

•V document qi4 faft pertle de ia merne tamSe de breveta 



> a laquefle la recherche irttr^ix^^^^^t^vmiertvt^^ 

28 fSvrler 2000 



Date tfexpedtton 0X1 present rapport de recherche taemafloneie 

07/03/2000 



Norn et o*w» postd© do radrtristiBflori crwiye© oe te rccrwrche htemaAooai© 

Tet (431-70) 340-4040. Tx. 31 661 epo rt. 
Fax (431-70) 340-3010 



Rout! edge, B 



«**• PCM8AO10 (dMBd a m a toufe) QJM 19Q2) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



PCT/BE 99/00129 



C4«ia» 0OCUMEKT8 



dn tfoounMots eft* «» *>h*ni 



pcrtin«rt» 



no. det lewendoettont 



US 5 356 782 A (MOORMAN DAVID R ET AL) 
18 octobre 1994 (1994-10-18) 
dt6 dans la demahde 
revendl cations 

colonne 6, Hgne 30 - Hgne 50 
colonne 8, Ughe 3 - Hgne 30 



1-10 



form*** PCMSA»l©<«itod» kfeuXfem fcdta)*** t«2) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dm, * tomn*Sanm >Ho 

PCT/BE 99/00129 



Document brevet cS6 
au rapport ate recnenhe 



Datede 



Membre<e) de ta 
famfle <to breves) 



Dated© 
i ptMcafion 



DE 19731465 


A 


28-01-1999 


AU 

up 


9066998 A, 
9905525 A 


16-02-1999 
04-02-1999 


EP 0833157 


A 


01-04-1998 


AU 
CA 
JP 


3684197 A 
2215042 A 
10111292 A 


02-04-1998 

27- 03-1998 

28- 04-1998 


US 5356782 


A 


18-10-1994 


EP 
JP 
UO 


0659275 A 
8501387 T 
9406012 A 


28-06-1995 
13-02-1996 
17-03-1994 



FomJafrt PCT/18A/210 («v»x» Mhtdi brmt) 1982) 



